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Abstract 



As new industrial products, the dipeptides of formula: Q-A1 -A2-R1 (l> where Q is an RO-CO-(CR2R3)n-CO 
residue (where R is H, C1-C4 alkyl, optionally substituted phenyl, optionally substituted benzyl or p- 
CH3C6H4S02CH2, each of R2 and R3, which are identical or different, denotes H or C1 -C4 alkyl and n is 
an integer with a value of 1 to 5), A1 is a nonbasic amino acid residue, A2 is a basic alpha -aminoacid 
residue, and R1 is an NHR'1 amino residue constituting a marker which can be cleaved from A2 by enzyme 
hydrolysis (where R'1 is a support for the means of marking); and their addition salts. These new products 
can be used as enzyme substrates especially in the field of biological assays. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



http://12.espacenetxom/espacenet/abstract?LG=en&CY=ep&DB=EPD&PNP=EP02806 1 0&. . . 1 0/24/02 



® 



Europalsches Patentamt 
Eur pean Patent Office 
Office urope n des brevets 



® Numero de publication : 



0 280 610 

A1 



® 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Num6roded6pflt: 88400304.7 <g) Int. CI. 4 : C 07 K 5/06 

^ C 12 Q 1/36 

(§) Dateded6pflt: 10.02.88 



® 


Priorit6: 20.02.87 FR 8702259 


® 


Demandeur: SERBIO 






30, Avenue F1 achat 


@ 


Date de publication de la demande: 




F-92600AanIeres (FA) 


31.08.88 Bulletin 88/36 










Inverrteur: Quentin, Gerard 


® 


Etats contractants destgnes: DE 


146, rue dee Renoufllers 




F-02700 Colombes (FR) 






® 


Mandataire: CllacI, Serge et al 








S.A. FEDtT-LORIOT 38 avenue Hoche 








F-75008 Parte (FR) 



@ Dlpeptides, precede de preparation et utilisation dens le dosage de proteases. 

@ La presente invention vise en tant que prod u Its Industrials 
nouveaux tes dipeptides de formule : 

Q-A 1 -A 2 -R 1 (I) 
ou Q est un reste RO-CO-(CR2Ra)n -CO (ou R est H, alkyle en 
C1-C4. phenyte eventuellemsnt substitue, benzyle eventuelle- 
ment substitue ou p-CHgCsrUSOaChte, R2 et Rg identiques ou 
differents represented chacun H ou alkyle en C1-C4, et n net un 
nombre entier valant 1 a 5), A1 est un reste d'aminoaclde non 
basique, A2 est un reste d'a-aminoaclde basque, et R1 est un 
reste amino NHR'i constftuant un marquer cltvable de A2 par 
hydrolyse enzymatique (ou R'1 est un support du moyen de 
marquage); et leurs sels d'addHion. 

Ces nouveaux prodults sont utiles comme substrats enzyma- 
tiques notamment dans le domains des dosages blologlques. 
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Description 

Dipeptides, procede de preparation et utilisation dans le dosage de proteases 



DOMAINE DE L'INVENTIOM 

5 La presente invention concerne, en tant que produits industriels nouveaux, les composes dipeptides de 
formule I ci-apres. Elle concerne 6galement ieur procede de preparation et leur utilisation dans le domaine du 
dosage de proteases et de peptidases , en particulier en tant que substrats dans le domaine du dosage 
quantitatif d'enzymes de la classe E.C. 3.4.4 (a present nouvelle classe "E.C. 3.4.21 selon I'ouvrage "Enzyme 
Nomenclature", Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam 1973, page 238 et suivantes). 

10 

ART ANTERIEUR 

On sait que les enzymes de la classe sus-visee sont des substances qui scindent les liaisons amides du 
squelette proteique ou peptidique du c6te du groupe carboxyle des restes Arg, Lys, Orn et His. II s'agit la d*un 
mecanisme de clivage bien connu de I'homme du metier et qui est amplement exemplifi6 dans les documents 
15 anterieurs cites ci-apr6s. 

On sait que Ton a deja propose dans le passe des substrats specifiques pour le dosage d 'enzymes de ladite 
classe tels que notamment la thrombine (E.C. 3.4.21 .5), ia plasmine (E.C. 3.4.21 .7), le Facteur Xa (E.C. 3.4.21 .6) 
et la trypsine (E.C. 3.4.31.4), lesdits substrats etant des substances de formule brute : 

Xo - Ao - Yo (lo) 

20 dans laquelle Xo represente un groupe protecteur et le cas echeant un atome d'hydrogene; Yo est un groupe 
de marquage, notamment un reste radioactif ou un reste capable de conferer, avant ou (mieux) apres clivage, 
une coloration ou une fluorescence; et. Ao est un reste de monoaminoacide ou de polyaminoacide et de 
preference un reste tri- ou t&trapeptidique. 

Le groupe protecteur Xo est fixe sur I'extr6mite N-terminaie de la chaTne Ao et represente de facon 

25 classique dans la litterature anterieure un groupe ac6tyle t benzoyle, t-butyloxycarbonyle t benzyioxycarbonyl, 
succinyie, tosyie ou analogue. 

Historiquement, les premiers substrats qui ont 6t6 propos6s sont ceux dans lesquels Ao representait un 
reste de monoaminoacide. Voir a cet effet, Tarticle de ERLANGER et al., Arch. Biochem. Biophys., 95, 271 
(1961) qui decrit les premiers substrats du type 

30 CsHsCO-D.L-Arg-pNA 

Les derives de formule lo ou Ao est un reste de monoaminoacide ne se sont pas reveles particulierement 
interessants en tant que substrats d'enzymes, essentiellement par defaut de selectivity. Neanmoins, on sait 
que I'acide y-g!utamyl-p-nitroanilide-3-carboxylique a 6te propose dans FR-A- 2 208 886 comme substrat 
chromog^ne de la y-glutamyl transpeptidase (E.C. 2.3.2.2), et que, dans FR-A-2 546 163 ont ete proposes (i) 

35 les PHA-L-Phe-Yo et PHA-L-Tyr-Yo (ou PHA designe un reste polyhydroxyalkyle) pour le dosage de la 
chymotrypsine (E.C. 3.4.31.1), et (ii) les PHA-L-Arg-Yo et PHA-L-Lys-Yo pour le dosage de la trypsine 
(E.C.3.4.31.4). 

Pour paliier les difficultes des substrats monoaminoacides, on sait que Ton a propose des composes de 
formule lo, ou Ao represente plus particulierement un reste tri-ou tetrapeptidique et Yo un groupe 

40 chromogene scindable ou clivable par hydrolyse enzymatique, pour le dosage des enzymes de la classe 
susvisee. Le nombre de publications concernant les substrats tetrapeptidiques et surtout tripeptidiques est 
considerablement superteur a celui relatif aux substrats de monoaminoacide. Pour information, des 
tripeptides et des tetrapeptides sont decrits dans les documents FR-A-2 546 163 precite, FR-A- 2 372 798, 
EP-A-0 004 256, US-A- 4 508 644, US-A- 4 448 715, FR-A- 2 471 411, FR-A- 2 317 280 et FR-A- 2 459 226. 

45 On sait notamment de Texpose de BARBIER presente lors du 10eme Congres National des Biologistes des 
Hopitaux Generaux tenu a Hyeres les 7-9 octobre 1981, que les composes tetrapeptidiques et surtout 
tripeptidiques de formule lo etaient les plus interessants eu egard a leur specificite vis-a-vis d'enzymes 
proteolytiques. 

En particulier ont ete commercialises avec succes les tripeptides suivants : 
50 H-D-But-L-CHA-L-Arg-pNA t 2AcOH (cf . exemple 41 de US-A- 4 428 874) en tant que substrat de !a plasmine, 
H-D-CHG-L-BLTT-L-Arg-pNA t 2AcOH (cf. exemple 71 de US-A- 4 428 874) en tant que substrat de la 
thrombine ,et 

CH3S02-D-Leu-Gly-L-Arg-pNA. AcOH (selon notamment US-A-4 440 678) en tant que substrat du facteur 
Xa 

55 On sait egalement que des tri- et tetrapeptides chromogenes pr6sentant sur Textremite N-terminale de la 
chaine peptidique un groupe co-methoxycarbonylaikylenecarbonyle ou co-ethoxycarbonylalkylenecarbonyle 
(ou le fragment alkylenecarbonyle comporte 2 a 4 atomes de carbone) ont 6t6 proposes dans EP-A-0 128 1 18 
qui d'crit specifiquement les EtO -CO-CH 2 -CO-Lys (e-Cbo)-Gly-Arg-pNA, AcOH (cf.exemple 14) et 
MeO-CO-CH 2 CH 2 -CO-Lys (e-Cbo)-Gly-Arg-pNA, AcOH (cf.exemple 19). Oril se trouve que, dans laserie des 

60 tri- et tetrapeptides, le remplacement d'un atome d'hydrogene de l'extremit6 N-terminale NH 2 par un groupe 
oxycarbonylalkylenecarbonyie entralne une diminution systematique de I'activite (voir a cet effet les resultats 
d'essais comparatifs consignes dans le tableau 111 ci-apres). 

On sait par ailleurs qu'il existe un tres grand nombre de publications ayant trait a I'obtention de composes 
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dipeptidiques. Pratiquement toutes ces publications presentent I s composes dipeptldlques, qu'elles 
decrivent, en tant qu'intermedialres de synthase des tri- et tetrapeptides susvises. 

Ponctuellement, le nombre de docum nts mentionnant I'utilisation de dipeptldes comme substrats est tres 
faible, a savoir : 

(i) US-A- 4 217 269 qui decrit des phenoxyacetyldipeptides chromogenes, en tant que substrats de la 5 
thrombine et de la trypslne, notamment les PhO-CH 2 CO-L-Pro-L-Arg-pNA, PhO-CH 2 CO-L-Pip-L-Arg- 
pNA, PhO-CH 2 CO-L-Aze-L-Lys-pNA, et PhO-CH 2 CO-L-Pro-L-Orn-pNA; 

(ii) FR-A- 2 471 411 qui propose en tant que substrats, pour le dosage de I'antfthrombine III, ies 
dipeptides de formule : 

Xo-L-Pro-L-Arg-pNA 10 
ou Xo est un groupe a-hydroxyacyle choisi parmi les L- et D-a-hydrdxy-p-phenylpropionyle. L- et 
D-a-hydroxyisocaproyle, et, glucoyle; 

(iii) US-A- 4 448 715 precite qui decrit specifiquement des tripeptides en tant que substrats de la 
kallikreine pfasmatique et englobe dans sa formule generate des dipeptldes de structure : 

Xo-L-Phe-L-Arg-Yo 75 
(ou Yo est defini comme ci-dessus et Xo represente un groupe cycloalkylcarbonyle dans lequel le reste 
cycloalkyle comprend de 3 a 6 atomes de carbone) qui ne sont pas exemplifies; de m§me des dipeptides 
sont inclus dans les formules generates proposees par FR-A- 2 546 163 pr6cit6 et DE-A- 3 108 322. mais 
ne sont pas specifiquement exemplifies dans ces documents. 

20 

OBJET DE L'INVENTION 

Suivant ('invention on preconise de nouveaux composes dipeptldlques de formule I cl-apres qui (i) different 
des dipeptides anterieurement connus comme intermediaires de synthese ou substrats par la nature du 
groupe protecteur Q de I'extr6mrte N-terrninale, qui comporte 2 groupes carbonyle et plus preclsement une 
structure lineaire fo-oxycarbonylalkylenecarbonyle : 25 



-O-CO- ( C )n-CO- 

I 



ABREVIATIONS 

Dans la presente description on a utilise les abreviations suivantes par commodlte : 



30 



et (ii) sont utiles en tant que substrats vis-a-vis des enzymes de la classe E.C.3.4.21 susvisee et de I'ancienne 
classe E.C.3,4.4. 

On vtent de trouver de facon surprenante que ledit groupe protecteur Q. qui a pour formule 
RO-CO-(CR2R3)n -CO (ou R, R2, R3 et n sont definis comme indique ci-apres) et qui est partlellement 35 
exempiifie dans EP-A-0 128 118 precite, ne provoque pas dans la serie des dipeptides suivant I'invention la 
baisse d'activite observee pour les series des tri- et tetrapeptides. Par ailleurs un tel groupe Q n'apparaTt pas 
dans les dipeptides interm6diaires d6crits dans EP-A-0 128 118. 

Les composes dipeptidiques suivant I'invention sont notamment interessants en tant que substrats pour le 
dosage quantitatif de la thrombine, de la plasmine et du Facteur Xa. On a 6gaJenebt trouve qu'ils sont en outre 40 
particulierement interessants eu egard a leur specificlte vis-a-vis de la Proteine C. 

Les nouveaux derives dipeptidiques suivant I'invention sont caracterfses en ce qu'ils sont choisis parmi 
I'ensemble comprenant : 

(I) les composes de formule : 

q. Ai -a 2 -Ri (I) ^ 
dans laquelle : 

Q est une reste RO-CO-(CR 2 R3) n -CO ou 

R represente Tatome d'hydrogene, un groupe alkyle en C1-C4, un groupe phenyle eventueliement 
substitu6 par un ou plusieurs groupes notamment CH3, OCH3 et alkylenedioxy, un groupe benzyle 
eventueilement substitue par un ou plusieurs groupes, notamment CH3, OCH3 et alkylenedioxy, ou, un groupe 50 
tosylmethyloxy; 

R2 et R3. identiques ou differents, represented chacun I'atome d'hydrogene ou un groupe aJkyle en C1-C4; 

n est un nombre entier ayant pour vaJeur 1 a 5; 
Ri qui est un reste amino de formule NH-R'i consttue un marqueur clivable du groupe A 2 par hydrolyse 
enzymatique, le groupe R'i intervenant comme support du moyen de marquage; 

A1 est un reste de monoaminoacide choisi parmi I'ensemble comprenant les restes d'amlnoacldes 
non-basiques; 

A2 est un reste de monoaminoacides choisi parmi I'ensemble comprenant les restes d'a-aminoacldes 

basiques; et 

(ii) leurs sels d'addition. 



60 



65 
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-pour les restes d'aminoacide : 

Ahx = E-amirtohexanoyle 

ACC = 1-amino-cyclohexane-1-cabonyle 

Aib » 2-aminoisobutyryIe (ou 2- methylalanyle) 
5 Ala = a-alanyle 

p-Ala *= p-alanyle 

Arg = arginyle 

Asn » asparaginyle 

Asp « a-aspartyle 
10 P-Asp = p-aspartyle 

ATC » thiazolidine-4-carbonyle (ou thioprolyle) 

Aze = azetidine-2-carbonyle 

But « 2-aminobutyryle (ou a-amtno-n-butyryle) 

4-But « 4-aminobutyryle (ou y-amlno-n-butyryle) 
15 CHA « 3-cyclohexyialanyie 

CHG «=* a-cyclohexylglycyle 

CHT = 3-(4-hydroxycyclohexyt)alanyle 

Cle « cyclocleucyle (ou 1-amino-cyclopropane-1-carbonyle) 

Cys = cysteyle 
20 Dab t= 2,4-diaminobutyryle 

7t-Dab = pyrodiaminobutyryle 

Gin ■» glutamyle 

Glu = glutaminyle 

y-Giu = y-glutaminyle 
25 Gly « glycyle 

His — histidyle 

4-Hyp — 4-hydroxyprolyle (ou 4-hydroxy-2-pyrrolidinecarbonyle) 

3-Hyp = 3-hydroxyprolyle (ou 3-hydroxy-2-pyrrolidinecarbonyle) 

lie = isoleucyle 
30 Leu = leucyle 

Lys «= lysyle 

Met xs methionyle 

Nleu = norleucyle 

NVal =» norvalyle 
35 Orn = ornithinyle 

Phe «= phenylalanyle 

Phg = phenylglycyle 

Pip = pipecoiinoyle 

Pro = prolyle 

40 Pyr = pyroglutaminyle (ou 2-pyrroIidone-5-carbonyle) 

Sar = sarcosyle 

Ser = seryle 

Thr = threonyle 

Tyr = tyrosyle 
45 Val = valyle 

- pour les autres abreviations : 

Ac = acetyle 

AcOH = acide acetique 
50 Adoc = adamantyloxycarbonyle 

Aoc = t-amyloxycarbonyle 

Boc « t-butyloxycarbonyle 

Bz — benzoyle 

Bzl = benzyle 
55 Cbo = carbobenzoxy 

CCM chromatographic sur couche mince 

o-C!-pNA — o-chloro-p-nitroanilide 

DCCl «= dicyclohexylcarbodiimide 

DCHU ~ dicyclohexyluree 
60 DMF = dimethylformamide 

Et ~ ethyle 

Et3N = triethylamine 

Foe = furturyioxycarbonyle 

HMPT - N t N,N',N',N",N"- hexamethylphosphorotriamide 
65 HOBT = 1-hydroxybenzotriazole 
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HPLC — chromatographie liquid de haute performance 
H-TFA = acide trtfluoroacetique 
Iboc = isobornyloxycarbonyte 
Me «= methyle 

MM — CH3O-CO-CH2-CO- ( i.e. methyloxymaJonyle.groupe protecteur suivant rinvention). 5 
nkat - nanokatal (1 nkat est I'actlvtte enzymatlque d'un enzyme qui hydrolyse 1 nanomole de son substrat par 
seconde dans les conditions standard) 
OD = densite optique 
pNA « p-nitroanilide 

Ph « phenyle 10 

RT - temperature ambiante (15-20 °C) 

TEA * triethanoiamine 

Tos - p-toluenesurfonyle (ou tosyle) 

UNiH = unite enzymatique standardisee de ('"US National Institute of Health" 

2 = benzyloxycarbonyle 15 
Z (p-CI) — p-chlorobenzyloxycarbonyle 
Z(p-OMe) « p-methoxybenzyloxycarbonyle 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L* INVENTION 

Parmi les groupes alkyle en C1-C4 inclus dans les definitions de R, R2 et R3, qui conviennent selon 20 
rinvention, on peut mentionner notamment les groupes CH3, ChUCHs, CH2CH2CH3, CH(CH3)2, C(CH3)3 et 
CH(CH 3 )CH 2 CH 3 . 

Parmi les groupes benzyles substitues qui entrent dans la definition de R on peut notamment citer les 
groupes 3-methylbenzyle, 3,5-dim6thyibenzyle , 4-methylbenzyte, 4-methoxybenzyle, 3,4-dimethoxybenzyle, 
2,4,6-trimethoxybenzyle et 3,4~methylenedioxybenzyle. 25 

Parmi ies groupes phenyle substitues, qui entrent dans la definition de R. on peut notamment mentionner 
les groupes o-,m- et p-tolyie, xylyle, 2-, 3- et 4-methoxyphenyle, 3,5-dlmethoxyphenyle, 3,4-dImethoxyphenyle, 
2,4-dimethoxyph6nyle, 3,4,5-trimethoxyphenyle, 2,4,6-trimethoxyphenyle, 3,4-metnylenedioxyphenyle, 3-me- 
thoxy-4-methylphenyle et 4- methoxy-3-m6thylphenyle.De fapon avantageuse, on prefere surtout suivant 
rinvention que R — CH3 et que R2 — R3 — H 30 

Ai est un reste de monoaminoacide non basique. II provient d'un aminoacide nature! ou synthetique ayant 
un pH inferieur ou egal a 7 ou d'un aminoacide ayant un pH superieur a 7 mais convenablement substitu6 pour 
bloquer essentieliement son caractere basique et atteindre un pH inferieur ou egal a 7. 

A1 englobe done: 

1°)les restes d'aminoacidos naturals ou synthetiques qui comprennent une seule fonction acide et une 35 
seule fonction basique, 

2°) les restes d'aminoacides naturels ou synthetiques qui comprennent une seule fonction basique et 
plus d une fonction acide et dans lesqueis chaque fonction acide laterals (n 'entrant pas ou n'intervenant 
pas dans la liaison peptidlque) est susceptible d'etre bloque notamment sous forme amide ou ester.et 

3°) les restes d'aminoacides naturels ou synthetiques qui comprennent une seule fonction acide et 40 
plus d'une fonction basique et dans lesqueis chaque fonction basique lateraie est convenablement 
substitute pour bloquer et supprimer essentieliement son caractere basique. 
Bien entendu les restes d'aminoacides sus-vtses, qui sont notamment enumeres dans le chapitre 
abreviation ci-dessus, peuvent comporter des groupes hydroxyie (OH) ou thiol (SH) lateraux qui sont 
susceptlbles d'etre bloques, le cas echeant, par un groupe protecteur ether ou ester. 45 
Conviennent en particulier pour Ai, les restes provenant d'aminoacides: 

- naturels non-basiques dits "neutres" tela que notemment Ala, p-Ala, Cys, Gin, Giy, 4-Hyp, 3-Hyp, Leu, Met, 
MLeu, NVai, Phe, Pro, Sar, Ser, Thy, Tyr, Val, ou le groupe OH Iat6ral des restes 4-Hyp t 3- Hyp, Ser, Thr, Tyr est 
proteg6 ou non par un groupe protecteur ether ou ester, et ou ie groupe SH lateral du reste Cys est protege ou 
non par un groupe protecteur thioether ou thioester; 50 

-naturels acides tels que notamment Asp, P-Asp, Glu, y-Glu, dans lesqueis la fonction acide Iat6rale est libre 
ou bloquee sous forme ester, notamment sous forme d'ester benzylique ou t-butylique; 

-naturels initialement basiques dans lesqueis la ou les fonctions basiques late rales n'entrant pas dans la 
liaison peptidique sont bloquees par un groupe oonvenable eliminant pratiquement le caractere basique tel 
que Boc, Cbo etc, lesdtts restes d' aminoacide etant notamment les restes Arg, Lys, His, et Om 55 
convenablement bloques notamment par un groupe Cbo; 

-synthetiques non- basiques dits •neutres" tels que notamment ACC, Ahx,Alb, ATC, Aze t But, 4-But, CHA, 
CHG. CHT (ou ie groupe OH lateral est protege le cas echeant sous forme ether ou ester), Cle, n-Dab, Phg, 
Pip, Pyr; 

-synthetiques initialement basiques dans lesqueis chaque fonction basique lateraie est protegee par un 60 
groupe convenable eliminant substantiellement le caractere basique, notamment le reste Dab ou la fonction 
basique lateral st bloquee par un groupe tel qu Cbo. 

Parmi les restes d'aminoacides synthetique qui conviennent egalement, on peut notamment mentionner (I) 
les restes d'aminoacides cycloaliphatiques ou I group amino et le groupe carboxy sont srtues sur le meme 
atome de carbone cyclique (tels que Cle susvise) ou sur deux atomes de carbone cycliques d iff e rents et (II) 65 
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les restes d'aminoacides aromatiques tels que notamment les restes o-,m- et p-aminobenzoyle, et, les restes 
d'aminoacides aralkyliques tels que notamment les p-aminobenzylcarbonyle, m-aminobenzyicarbonyle. 

De facon avantageuse le reste Ai selon 1'invention sera un reste d'a-aminoacide tei que ACC, Aib, Ala, ATC, 
Aze. But. CHA, CHG, CHT, Cle, Gly, 4- Hyp, 3-Hyp, He, Leu, Met, NLeu, NVal, Phe, Pip, Pro, Sar, Ser, Thr, Tyr, 
5 Val, un reste p-Ala, ou un reste CHT, 4- Hyp, 3-Hyp. Ser, Thr, Tyr dans lequel le groupe lateral OH est proteg ' 
par un groupe ether ou ester 

Le reste Ai comprend done des restes d'aminoacides tei que AiB, Cle, Gly, Sar et 4-But depourvus d 'atome 
de carbone asymetrique, et des restes d'aminoacides presentant un atome de carbone asymetrique. 

Lorsque I'aminoacide presente un atome de carbone asymetrique , I e reste Ai est, de preference, de 
10 configuration L car les dipeptides de formule I dans lesquels Ai est un reste de configuration D sont en 
general inactifs ou peu actifs en tant que substrats. 

Le groupe Ai, selon I'invention sera de preference un groupe Aib, L-Ala, 0-Ala, L-ATC, L-Aze, L-But, L-CHA, 
L-CHG, L-CHT, Cle, Gly, L-4-Hyp, L-3-Hyp, L-lle, L-Leu, L-NLeu t L-NVal, L-Phe f L-Pip, L-Pro, Sar, L-Ser, L-Thr, 
L-Tyr, L-Val ou un reste L-CHT, L-4-Hyp, L-3-Hyp, L-Ser, L-Thr ou L-Tyr dans lequel le groupe OH lateral est 
15 protege par un groupe ether ou ester. 

A2 est le rest d'un a- aminoacide basique. II provient d'un monoaminoacide ayant un pH superieur a 7, 
e'est-a-dire comportant une fonction acide COOH et, en plus de la fonction basique en a, au moins une 
fonction basique laterale. Dans A2 ladite fonction basique laterale n'est pas bloquee. Parmi les restes 
d'a-aminoacides qui conviennent, on peut mentionner notamment les restes Dab, L-Arg, L-Lys, L-His et 
20 L-Orn. Les restes preferes sont des restes d'a-L-aminoacides, notamment L-Arg, L-Lys, L-His et L-Orn, le 
reste le plus interessant selon I'invention etant L-Arg. 

Le groupe marqueur amine Ri est bien connu dans la technique des dosages biologiques et 
microbiologiques, voir a cet effet le document US-A- 4 448 715 precite. II peut notamment etre choisi parmi les 
groupes NH-R'1 qui (i) induisent une modification de coloration, (ii) induisent une modification de fluorescence 
25 ou (iii) component au moins un element radioactif. Convient au but de ['invention tout groupe amino NH-R'i 
donnant pendant ou apres la reaction enzymatique un signal susceptible d'etre amplifie pour etre detecte (par 
exemple par mesure de la densite optique sous un longueur d'onde donnee, ou encore par mesure de la 
radioactivite). 

Parmi les groupes fluorescents entrant dans la definition de Ri on peut notamment citer les 
30 4-methylcoumaryl-7-amino, 4-trifluoromethyIcoumaryi-7-amino et analogues. 

Le groupe R1 peut egalement representor un groupe comportant un element radioactif. par exemple un 
groupe anilino ou benzylamino marque par un radioisotope 14 C ou 3 H. 

Le groupe Ri que Ton prefere suivant I'invention est un groupe chromogene, de facon typique un groupe 
nitrophenyle (dans lequel le reste phenyle est susceptible d'etre substitue par un groupe COOH, F, CI, Br. 
35 CH3, OCHa, CN, CF3, et/ou SO3H), un groupe naphtyle (dans lequel le reste naphtyie est susceptible d'etre 
substitue par un groupe OCH3, COOH, SO3H ou CH3), un groupe pyrimidinyle, benzimidazoyle, triazinyle, 
indazolyle, prenyle, coumaryle, quinolyle etc. 

De facon avantageuse, le groupe R1 representee un reste amine chromogene ou fluorescent. Parmi les 
groupes amines chromogenes, qui conviennent suivant I'invention. on peut notamment citer les p-nitroanilino 
40 (en abrege pNA). 2-carboxy-4-nitroaniiino et 3-carboxy-4-nitroaniiino, 2-halogeno-4-nitroanilino et 3-haloge- 
no-4-nitroanilino (ou I'halogene est F,C! ou Br), 2-m6thoxy-5-methyi-4-nitroanilino, 2- hydroxysuIfonyl-4-ni- 
troanilino, 4-trifluoromethyi-2-nitroanilino, 4-trifluoromethyl-3-nitroanilino, 4-cyano-2-nitroanilino, 2-naphtyla- 
mino, 4-hydroxysulfonyM-naphtylamino, quinolyamino, nitroquinolylamino, 2-pyrimidinylamino et analogues. 
Le groupe R1 que Ton prefere suivant I'invention est un groupe chromogene, a s avoir pNA, qui convient 
45 d'une maniere generale a la determination quantitative des enzymes proteolytiques susvises et est 
particulierement adapte a la determination de la Proteine C et de la plasmrne. 

Les sels d'addition suivant I'invention sont essentiellement des sels d'addition d'acide obtenus par reaction 
d'un compose de formule I avec un acide mineral ou organique. 

Le meilleur mode de mise en oeuvre de I'invention consiste a utiliser comme substrat un compose 
50 dipeptide," dans lequel R est CH3, R2 et R3 sont H, et, n vaut 1, et repondant a la formule : 
CH 3 0-CO-CH 2 -CO-Ai-Arg-pNA (II) 
ou Ai est choisi parmi les restes Ahx, L-Ala, p-Ala. L-ATC, L-Aze, L-But, L-CHA, L-CHG, L-CHT, Gly, L-4-Hyp, 
L-3-Hyp, L-lle, L-Leu, L-NLeu, L-NVal, L-Phe, L-Pip, L-Pro, Sar, L-Ser, L-Thr. L-Tyr et L-Val et les restes L-CHT, 
L-4-Hyp, L-3-Hyp, L-Ser, L-Thr et L-Tyr dans lesquels le groupe OH lateral est protege sous forme ether ou 
55 ester. 

Les composes de formule II ont I'avantage de presenter une grande affinite pour I'eau a la difference des 
derives peptidiques anterieurement connus qui sont peut solubles ou peu dispersables dans I'eau. En raison 
de la faible affinite pour I'eau des peptides anterieurement connus, ii est quelquefois necessaire de leur 
adjoindre un solvant organique afin de pouvoir les utiliser. Les systemes comprenant des solvants mixtes 

60 (notamment du type au-soivant organique) ne s nt guere compatibles d'une maniere generale avec i s 
milieux biologiques : ils ntrain nt soit une diminution d I'activite du substrat, soit encore dans certains cas 
une deterioration de J'enzyme que Ton veut doser. De plus, la faible affinite pour I'eau de ces substrats entraine 
une diminution de la sensibilite des methodes de dosage des enzymes. L'utiiisation des composes de formule 
II permet de pallier avantageusement les inconv'nients sus-enonces. 

65 De facon non limitative on a consigne dans le tableau I ci-apres un certain nombre de composes dipeptides 
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suivant I'invention notes "Ex" avec des peptides d reference notes "A1-A4", et, des peptides de comparaison 
notes m B1-B4 n comportant !e groups protecteur terminal CH3O-CO-CH2-CO selon ('invention et "C1-C4" sans 
ledit groupe protecteur. 
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TABLEAU I 



Q-Ai-A 2 -pJTA ( xHX 



PRODUIT 


S*DE CODE 


Q 


Ai 


A=> 


xHX 


EX 1 


SQ 41 


MM 


L-Pro 


L-Arg 


H-TFA 


EX 2 


SQ 57 


m 


L-Val 


L-Arg 


H-TFA 


EX 3 


SQ 58 


mm 


L-Ala 


L-Arg 


H-TFA 


EX 4 


SQ 59 


m 


L-Phe 


L-Arg 


H-TFA 


EX 5 


SQ 60 


MM 


L-Ser (Bzl) 


L-Arg 


H-TFA 


EX 6 


SQ 61 


MM 


fl-Ala 


L-Arg 


H-TFA 


EX 7 


SQ 62 


MM 


L-Leu 


L-Arg 


H-TFA 


EX 8 


SQ 63 


MM 


L-IFLeu 


L-Arg 


H-TFA 


EX 9 


SQ 64 


MM 


L-IVal 


L-Arg 


H-TFA 


EX 10 


SQ 65 


MM 


L-4-Hyp 


L-Arg 


H-TFA 


EX 11 


SQ 66 


MM 


Gly 


L-Arg 


H-TFA 


EX 12 


SQ 67 


MM 


L-ATC 


L-Arg 


H-TFA 


EX 13 


SQ 68 


MM 


Aib 


L-Arg 


H-TFA 


EX 14 


SQ 69 


MM 


L-But 


L-Arg 


H-TFA 


EX 15 


SQ 70 


MM 


L-Tlir(Bzl) 


L-Arg 


H-TFA 


EX 16 


SQ 73 


MM 


L-Ahx 


L-Arg 


H-TFA 


EX 17 




MM 


L-CHA 


L-Lys 


H-TFA 


EX 18 




MM 


L-Lys(e-Cbo) 


L-Arg 


AcOH 
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TABLEAU I (fin) 



PRODUIT 


F-DE CODE 


Q 


At 


A 2 


xHX 


5 


EX 19 




(1) 


L-Val 


L-Arg 


AcOH 


10 


EX 20 


— 


<2> 


L-Leu 


L-Orn 


AcOH 




T~ V O 1 
tA £ 1 




\ t 


L-CHG 


I -Arc 




15 


EX 22 




(1) 


L-CHA 


L-Arg 


AcOH 




EX 23 




KM 


Ahx 


L-Lys 


AcOH 


20 


EX 24 


— 


MM 


L-Pro 


L-His 


AcOH 




Ai 


34.47 


H 


D-CHG-L-But 


L-Arg 


2Ac0H 
















25 


A=: 


31.39 


CHaSO^ 


D-Leu-Gly 


L-Arg 


AcOH 




Ao 


30.41 


H 


D-But-L-CHA 


L-Arg 


2AcOH 




A* 


65.25 


H 


D-Lys(eCba)- 


L-Arg 


2 AcOH 


on 








L-Pro 








Bi 


SQ 72 


MM 


Gly-L-Pro 


L-Arg 


H-TFA 


35 


C, 


- 


H 


Gly-L-Pro 


L-Arg 


2 H-TFA 






SQ 71 


w 

Fill 


P-1 tr— T -Pin 

uiy— if rip 


is arg 




40 






n 


uiy l rip 


Li arg 


o H— TRA 




B* 


SQ 56 


MM 


D-Fro-L-Pro 


L-Arg 


H-TFA 












45 


Ca 


55. 10 


H 


D-Pro-L-Pro 


L-Arg 


2 H-TFA 




Ba 


SQ 52 


MM 


D-FLeu-L-CHA 


L-Arjr 


H-TFA 
















50 


Ca 


33 08 


H 


D-HLeu-L-CHA 


L-Arg 


2 H-TFA 




ffotes 

(1) pCHsGsHASOaCHaO-CO-CH 

(2) pKeOCftH^O-CO-CH^CO; 


2-C0 






55 

\ 



60 



Les composes dipeptides de formules I et II ci-dessus peuvent §tre prepares selon une methode connue en 
soi par application de mecanismes r^actionnels classiques. Sulvant I'invention on preconlse un procede de 65 



9 



BNSDOCID <EP 0280610A1 l > 



0 280 610 



preparation qui est caracterise en ce qu'il comprend : 

1°) la reaction d'un a-aminoacide N-protege par un groupe protecteur temporaire approprie Zi de 
formule: 

Z1-A2-OH (III) 

5 ou A2 et def ini comme ci-dessus, avec un isocyanate, correspondant au groupe marquer R1 , de formule : 

C^C^N-R'-, (IV) 
pour obtenir un compose de formule : 
Z1-A2-R1 (V) 

2°) la soumission du compose V ainsi obtenu a une reaction d'acidolyse au moyen d'un melange 
10 HBr/AcOH pour eliminer ie groupe protecteur Z1 et obtenir le derive de formule : 

H-A2-R1 (VI) 

3° ) la reaction du derive VI ainsi obtenu avec un aminoacide N-protege de formule * 
Z 2 -A 1 -OH (VII) 

ou A1 est defini comme indique ci-dessus et Zo est un groupe protecteur temporaire, pour obtenir par 
15 condensation un dipeptide protege de formule : 

Z2-A1-A2-R1 (VIII) 

4° ) la soumission dudit dipeptide N-protege de formule VIII ainsi obtenu a une reaction d'acidolyse au 
moyen de I'acide trifluoroacetique pour eliminer le groupe protecteur Z2 et donner un dipeptide de 
formule : 
20 H-A1-A2-R1 (IX) 

et, 

5°) la reaction du dipeptide de formule IX ainsi obtenu avec un compose de formule • 
R-O-CO-CR2R3-CO-T (X) 
ou Ri R2 et R3 sont definis comme indiqu6 ci-dessus et T represente OH, F.CI ou Br (ratome d'halogene 
25 prefere etant le chlore) pour obtenir le compose de formule I attendu. 

Le groupe protecteur temporaire Z1 qui intervient au stade 1° est ici un groupe protecteur classique bien 
connu de I'homme de l'art, par exemple Boc, Aoc f Adoc, Foe, lboc ( Z, Z(p-CI), Z(p-OMe) ou analogue. Le 
groupe protecteur temporaire Z 2 est un groupe protecteur classique de I'extremite N-terminale, ici ce group 
est identique ou analogue a zi. 
30 Le stade 5° comprend la reaction du dipeptide de formule IX ave un halogenure d'acide: 
R-O-C0-CR2-R 3 -C0-Hal (XI) 
ou Ha! represente un halogene F, CI, ou Br, ou avec un acide: 
R-O-CO-CR3R3-CO-OH (XII) 

De facon avantageuse la reaction IX + XI — ► I est mise en oeuvre dans un solvent inerte tel que notamment 
35 le DMF en presence d'une base en exces agissant comme co-soivant et accepteur de protons t notamment 
Et3N, avec un rapport molaire IX/XI inferieur ou egai a 1/2. 

De facon avantageuse la reaction IX + XII est effectuee dans un solvent inerte tel que notamment le DMF en 
presence d'une base en exces intervenant comme co-solvant et accepteur de protons, notamment Et3N, de 
HOBT et de DCCI, a une temperature voisine de 0°C pendant au moins 1 heure puis a RT pendant au moins 24 
40 heures, le rapport molaire IX/XII etant compris entre 1/1 et 1/1,5. 

De facon preferee, on utilisera dans la reaction IX + XI — ► I un rapport molaire IX/EfcN inferieur ou egal a 
1/2,7 et dans la reaction IX + XII-*- 1 un rapport molaire IX/Et3N de I'ordre 1/1,1, un rapport molaire IX/HOBT 
de I'ordre de 1/2 et un rapport molaire IX/DCCI de I'ordre de 1/1,18 a 1/1 ,20. Dans cette dernidre reaction ie 
coupiage se fait par une activation in situ de la fonction acide en presence de DCCI et HOBY, HOBT etant un 
45 agent de coupiage non racemisant. 

D;autres avantages et caracteristiques de ('invention seront mieux compris a la lecture qui va suivre 
d'exemples de preparation et d'essais comparatifs, Tensemble de ces elements n'etant pas limitatff mais 
donne a titre d'illustration. 

SO PREPARATION I 

Obtention de MM-L-4-Hyp-L-Arg-pNA, H-TFA 
(Exemple 10 : No de code : SQ 65) 

55 a) Z-L-Arg-pNA,HCI 

On dissout 13 g (41 mmoles) de Z-L-Arg-OH, HCI (prealablement seche sur P2O5) dans 100 ml de HMPT 
anhydre a RT. On additionne a RT 5,7 ml de Et 3 N et ensuite graduellement 82 mmoles d'lsocyanate de 
p-nitrophenyle (2 eq). On laisse le melange reactionnel sous agitation a RT pendant 24 h. On concentre ensuite 
le milieu reactionnel par distillation de HMPT sous pression reduite. Le residu d'evaporation est r pris 

60 piusieurs fois avec une soluti n aqueus de AcOH a 30 0/0 p/v. La solution acetique est purifiee par HPLC 
preparative sur un systeme "PROTEIN-PAK" (colonn echangeuse d'ions "SP 5PW de dimensions : 15cm x 
2,15cm; commercialisee par la societe dite MILUPORE WATERS). On obtient le produit att ndu a I'etat pur 
avec un rendement de 45% : 

[a]20 D - -10,9° (c- 10/0 dans MeOH) 

65 Ce produit ainsi obtenu est homogene en CCM : 
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Rf. = 0,6 avec comma eluant : CHCI 3 -MeOH-AcOH (5/3/1) v/v; et 
Rf.-0,5 avec comme eluant :CHCl3-MeOH-AcOH-H20 (60/45/24/6) v/v. 

Les fractions obtenues apres chromatographie preparative sont contr6iees en HPLC sur une colonne de 
meme nature (de dimension : 7,5cm x 0,75 cm), la phase mobile utllisee etant un gradient de 2 tampons allant 
en 25 minutes de 100o/ 0 de tampon A 5 
(Tris 20 mM & pH 8,5 et acetonitrile 10 °/o) & 100 o/o de tampon B (Tris 20 mM a pH 8,5 + NaC1 1 M et acetonitrile 
10 0/o) a un debit de 1 ml/min, la detection etant realisee a. 254 nm et a 20°C. 

b) H-Arg-pNA. 2HBr 

A 10 g (23 mmoles) de Z-Arg-pNA, HCI ainsi obtenu on ajoute successfvement 20 ml d'anisole, 80 ml de w 
AcOH glacial et 100 ml d'une solution de HBr a 45 o/o dans AcOH glacial. On laisse le milieu reactionnel a. RT 
pendant ne heure et suit revolution de la reaction par CCM. Des qu'elle est achev6e, on transvase le milieu 
reactionnel dans un litre d*6ther et agite vigoureusement pendant quelques minutes. Apres d6cantation, I 
surnageant est aspire au moyen d*un tube plongeant muni d'un filtre en verre frttte. Uoperation de lavage dans 
Tether est repetee piusieurs fois (au moins trois fois) et le prodult obtenu est seche. On obtient 9,5 g 15 
(rendemenl : 97 o/o) de H-Arg-pNA t 2HBr sous forme de poudre [a]20'c 546 nm — +55,1° (c«* 10/0 dans 
MeOH). 

Ce produit est homogene en CCM [ eluant : CHCIa/MeOH/AcOH (5/3/1) v/v]; Rf. - 0,4. 
L'analyse par HPLC sur "PROTEIN- PAK" "SP 5PW" (dimensions : 7,5 cm x 0,75 cm) avec le gradient 
sus-decrit de tampons A et B donne un temps de retention de 34,6 minutes. 20 

c) Boc-L-4-Hyp-L-Arg-pNA, HBr 

On introduit sous agitation 10 g (1 eq) de H-L-Arg-pNA, 2HBr et 5,0575 g (1 eq) de Boc-L-4-Hyp-OH dans un 
ballon contenant 66 ml de DMF et refroidi au moyen d'un bain de glace. Lorsque la temperature cTequiltbre est 
atteinte, on ajoute 3,055 ml (1 eq) de Et3N 6,785 g (1 ,5 eq) de DCCI et 6,695 g (2eq) de HOBT. On laisse reagir 25 
le milieu reactionnel pendant 24 heures. On contrdle I'achdvement de la reaction par CCM puis ajoute la 
reaction termin6e t_0 ml de AcOH glacial et agite pendant 0,25 h. Par filtration de la DCHU formee et 
evaporation du filtrat sous pression reduite, on obtient par precipitation dans Tether 6,823 g du produit attendu 
homogene par CCM et HPLC. 

30 

Analyse 

1°) CCM sur couche de silice 

- CCM (A> avec eluant : melange CHCl 3 /MeOH/AcOH (50/30/10) v/v 
Rf = 0,75 

- CCM (B) avec eluant : melange n-butanol/AcOH/eau (3/1/1) v/v 35 
Rf - 0,60 

2°) HPLC sur "PROTEIN PAK" (avec gradient de deux tampons comme Indique ci-dessus : les tamons 
A et B precites), temps de retention 16,6 minutes. 
3° ) Pouvoir rotatoire 

[a]20-c 546nm - -45,50° (c = 1 0/0 dans MeOH) 40 

d) H-L-4-Hyp-L-Arg-pNA, 2H-TFA 

Dans un ballon muni d*une garde de CaCte, on introdult6 t 823 g (1 eq) de Boc-L-4-Hyp-L-Arg-pNA, HBr, 32,6 
ml (3,7 eq) de H-TFA et 32,6 ml de dichloromethane. La duree de reaction est d'environ 1 h; 30 min apres le 
debut de ia reaction, on controle son evolution par CCM (A) et CCM (B) comme indique cl-dessus au stade c). 45 
Lorsque la reaction est achevee, on evapore H-TFA sous pression reduite, puis par precipitation dans Tether, 
on obtient 7,382 g du produit attendu. 

Analyse 

1°) CCM sur silice 50 
CCM (A) : Rf - 0,55 
CCM (B) : Rf « 0,42 

2° ) HPLC (avec gradient de deux tampons : tampon A comme au stade b) et tampon C (Tris 20mM a. pH 
8,5 + ac6tonitrile 10 % + NaCI 1M)), temps de retention : 18,4 minutes. 

3°) [a]20-c 546nm - -21,4° (c- 10/0 dans MoOH). 55 

e) MM-L-4-Hyp-L-Arg-pNA. H-TFA 

On introduit sous agitation 7, 382 g (12 mmoles) de H-L-4-Hyp-L-Arg-pNA, 2H-TFA avec 35 ml de DMF dans 
un ballon de 50 mi refroidi au bain de glace et maintient ('agitation. Lorsque la temperature d'equilibre est 
atteinte, on ajoute 4,4 ml (31,4 mmoles; sort 2,7 eq) de EtaN puis 2,5 mi (24 mmoles) de chlorure de 60 
methyloxymaionyle (MMCI). Apres 6 h on contrdle Tachevement de la reaction par CCM. SI la reaction n'est 
pas terminee on ajoute 1,5eq (2,5 ml) de Et3N puis 5 minutes apres 1 eq (1,25 ml) de MMCI. Au bout de 24 h on 
contrdie Tachevement de la reaction par CCM. La reaction 6tant achevee on evapore 6 sec sous pression 
reduite et par precipitation dans Tether on obtient 7,219 g du produit attendu. Ce produit brut est pruifie par 
HPLC preparative et controle par HPLC analytique. Seules sont reunies les fractions homogenes repondant 65 
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favorablement k une hydrolyse enzymatique et conduisant & une liberation de pNa. Les fractions ainsi retenues 
que Ton obtient sont concentrees sous pression reduite puis lyophllisees. 

Analyse 

1°)CCMsursiIice 
CCM (A) : Rf » 0,85 
CCM (B) : Rf *= 0,52 

2°) HPLC (avec un gradient de deux tampons: tampons A et B du stade b)), temps de retention : 16 
minutes. 

3°)[a]20*c 546nm = -30,4° (c= 1 o/o dans MeOH) 
PREPARATION II 

En procSdant suivant le procede de la preparation I, mais en remplacant IMsocyanate de p-nitrophenyle par 
l isocyanate de a-ch!oro-p-nitroph§nyle, on obtient le MM-L-4-Hyp-L-Arg-o-CI-pNA, H-TFA. 

PREPARATION III 

Obtention de MM-L-Pro-L-Arg-pNA t H-TFA (Exemple 1; n° de code : SQ 41) 

Dans un ballon on dissout successivement 317 mg (2,68) mmoles) d'acide monomethyloxymalonique, 1,66 
g (2,68 mmoies) de H-L-Pro-L-Arg-pNA, 2H-TFA, 800 mg (5,36 mmoles) de HOBTet 413uJ (2,95 mmoles) et 
Et3N dans 15 mi de DMF. Le melange est refroidi dans de la giace et mis sous agitation. On ajoute 660 mg (3,2 
mmoles) de DCCI et malntlent I'agltation pendant une heure a0° C et 24 heures & RT. On suit revolution de la 
reaction par CCM. Apr§s achievement de la reaction on filtre pour §carter la DCHU formee et 6vapore le solvant 
du filtrat sous pression reduite. Le r6sidu d'evaporation ainsi obtenu est pr6cipit6 dans l'6ther et purifte par 
HPLC preparative sur dispositif "PROTEIN PAK" SP 5 PW ( de dimensions 15 cm x 2,15 cm). Les fractions 
receuillies sont homog§nes en CCM et HPLC. 

Analyse 

1°)CCM sursilice 
CCM (A) : Rf - 0,64 
CCM (B) : Rf = 0,60 

2°) HPLC (gradient de deux tampons : tampons A et B de la preparation la)), temps de retention : 16,4 
minutes 

3° ) [a] 20-c 5 46 nm = -65,9° (c = 1 o/o dans MeOH) 
On a consigne ci-apres dans ie tableau II les caracteristiques des produits suivant ('invention. 
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TABLEAU II 



PRODUIT 


(a) 20 
(cone 


* c 

545 rim 

. /KeOH) 


Rf 
CCH<A){ 


CCK(B) 


HPLC 
(a) 


(b) 


EX 1 


-65,9' 


(1%) 


0,64 ! 


0,60 


16,4 


A-B 


EX 2 


-33* 


(1%) 


0,98 i 


0,64 


14 


A-C 


EX 3 


-25* 


(1%) 


0,96 J 


0,56 


13 


A-C 


EX 4 


-9,6* 


(1%) 


0,94 ! 


0,69 


34,4 


A-B 


EX 5 


-16,9* 


(1%) 


0,97 j 


0,75 


37,5 


A-B 


EX 6 


-18,7* 


(1%) 


0,79 ! 


0,58 


26,2 


A-B 


EX 7 


-22* 


(1%) 


1,0 | 


0,66 


22 


A-B 


EX 8 


-46, 7* 


(1%) 


0.99 j 


0,64 


26,6 


A-B 


EX 9 


+21, 3* 


(1%) 


0,975| 


0,63 


19,8 


A-B 


EX 10 


-30, 4' 


(1%) 


0,85 ! 


0,52 


16 


A-B 


EX 11 


-13,5* 


(IS) 


0,8 j 


0,5 


19,9 


A-B 


EX 12 


-40,4* 


(1%) 


0,92 ! 


0 , 53 


23,7 


A-B 


EX 13 


+1,08* 


<1%> 


0,9 


0,56 


23,6 


A-B 


EX 14 


-15,8* 


(1%) 


0,925| 


0,59 


17,1 


A-B 


EX 15 


-13,0* 


(1%) 


0,90 ! 


0,77 


33,8 


A-B 


Notes: 

(a) temps de retention, en minutes 

(b) gradient de deux tampons allant en 25 minutes de 100% de A a 
100 % de B ou c,puis restant pendant 20 narrates a 100% daKouC; 
lecture a 254 nm, a 20* C (pour tampons A et B, voir preparation 
la et pour tampon C voir preparation Id) 
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ACTIVITE DES SUBSTRATS 

L'activit6 des dipeptides suivant ('invention et des tripeptides consigned dans le tableau I a ete etudiee sur la 
thrombine humaine, la plasmine humaine, le Facteur Xa humaine et la Proteine C bovine, les tripeptides A1 -A4 
etant les substrats de reference du commerce. La liberation du marquer HRi (i.e. amine H2HR'i),qui est 
5 objectivee par la variation de OD pendant Phydrolyse enzymatique des substrats, sert d'outil de comparaison. 

La lecture de OD est en general effectuee a 300-470 nm, et plus preclsement a 405 nm quand Ri est pNA, 
pendant environ 5 minutes. 

Les essais ont ete realises sur appareil GILFORD 203 S pour automatiser la lecture des echantillons et 
standardiser leur traitement. 

10 

Enzymes 

On prepare des solutions dans du serum physiologique renfermant chacune un enzyme : 
thrombine humaine 3 UNIH/ml 
Facteur Xa humain 3,7 nkat/ml 
15 plasmine humaine 2,3 nkat/ml 

proteine C bovine activee 10fig/ml 

Substrats 

On dissout chaque peptide a tester dans le I'eau a une concentration de 10 mg/ml. 

20 

Mesures 

400 nl d'enzyme dilue au 1/2 dans du tampon TEA (pH 8,4) sont ajoutes a 200 \i\ de chacun des differents 
peptides a tester. On determine les vitesses d'hydrolyse desdits substrats en suivant revolution de la 
liberation de pNA. Cette evolution peut etre suivie par la lecture de la varition de OD par unite de temps 
25 (AOD/minute) a 405 nm. 

R 6s u I tats 

Les resuitats obtenus (exprimes en AOD/minute) sont consignes dans le tableau III ci-apres. lis mettent en 
evidence que : 

30 (i) les produits EX 1 et EX 10 sont particulierement interessants en tant que substrats, EX 1 et EX 10 

etant plus sensibles a la proline C que le produit de reference A4, le produit EX 10 etant en outre plus 
sensible a la plasmine que le produit de reference A3; 

(ii) le produit EX 12 est particulierement specifique vis-a-vis de la proteine C; 

(iii) le produit EX 4 est particulierement specifique vis-a-vis de la plasmine; 

35 (iv) le produit EX 1 1 est plus sensible vis-a-vis du facteur Xa que vis-a-vis de la thrombine, de la 

plasmine et de la proteine C; et 

(v) dans la serie des tripeptides, par comparaison de B1 avec C1. de B2 avec C2, de B3 avec C3, de B4 
avec C4, on constate que le remlacement du groupe H de I'atome d'azote terminal du peptide par le 
groupe MM selon Hnvention, diminue systematiquement I'activite. 
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TABLEAU III 



PRODUIT 


ff'code 


Vitesse d'hydrolyse en aOD/ minute 






Thrombi ne 


Facteur Xa 


Plasmine 


Prot6ine C 


EX 1 


SQ 41 


0,66 


0, 14 


0,230 


0,83 


EX 2 


SQ 57 


0,21 


0,03 


0,08 • 


0, 12 


EX 3 


SQ 58 


0,20 


0,05 


0,03 


0,04 


EX 4 


SQ 59 


0,05 


0, 13 


0,64 


0, 16 


EX 5 


SQ 60 


0,07 


0,09 


0,20 


0,08 


EX 6 


SQ 61 


0,02 


0,03 


0,05 


0,02 


EX 7 


SQ 62 


0,04 


0, 16 


0, 17 


0, 10 


EX 8 


SQ 63 


0,04 


0, 16 


0,21 


0, 11 


EX 9 


SQ 64 


0, 14 


0,07 


0,17 


0, 12 


EX 10 


SQ 65 


0, 61 


0,34 


1, 12 


0,88 


EX 11 


SQ 66 


0,03 


0, 15 


0,04 


0,04 


EX 12 


SQ 67 


0, 18 


0,07 


0, 14 


0, 41 


EX 13 


SQ 68 


0,04 


0,01 


0,02 


0,03 


EX 14 


SQ 69 


0, 19 


0,06 


0, 10 


0,25 


EX 15 


SQ 70 


0,05 


0,01 


0,04 


0,08 


EX 16 


SQ 73 


0,24 


0,03 


0,07 


0,08 


Al 


34.47 


0,782 








A2 


31,39 




1,312 






A3 


30. 41 






0,235 




A4 


65,25 








0,520 
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TABLEAU III (fin) 



Bl 


SO 


72 


0, 13 


0. 02 


0, 03 


0, 18 


CI 






0, 516 


0, 01 


0, 04 


0 24. 


B2 


SQ 


71 


0, 14 


0,01 


0,04 


0,09 


C2 






0,35 


0,04 


0,02 


0, 17 


B3 


SQ 


56 


0,05 


0,01 


0,01 


0,03 


C3 


55. 


10 


0,32 


0,59 


0,02 


1,08 


B4 


SQ 


52 


O f 01 


0,01 


0,04 


0,02 


C4 


33. 


08 


0,61 


0,02 


0,65 


0, 11 



Les derives dipeptides de formule I selon Tinvention sont particulierement interessants en tant que 
substrats enzymatiques dans le domaine des dosages, lis peuvent etre conditionnes sous forme de kits ou 
trousses de dosage avec les autres reactifs requis pour lesdits dosages. 



Revendications 

1. Compose dipeptidique caracterise en ce qu'il est choisi permi ('ensemble comprenant : 

(i) les composes de formule : 
Q-Ai-A 2 -Ri (I) 

dans laquelie : 

Q est un reste RO-CO-(CR2R3)n -CO ou 

R represente I'atome d'hydrogene, un groups alkyle en C1-C4, un groupe phenyle eventuelle- 
ment substitue par un ou plusieurs groupes notamment CH3. OCH3 et alkylenedioxy, un groupe 
benzyle eventuellement substitue par un ou plusieurs groupes, notamment CH3 OCH3 et 
alkylenedioxy, ou, un groupe tosylmethyloxy; 

R2 et R3, identiques ou differents, represented chacun I'atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 
enCi-C*; 

n est un nombre entier ayant pour valeur 1 a 5; R1 qui est un reste amino de formule NH-R'1 
constitue un marqueur clivable du groupe A2 par hydrolyse enzymatique, le groupe R'i intervenant 
comme support du moyen de marquage; 

A1 est un reste de rnonoaminoacide choisi parmi I'ensemble comprenant les restes d'aminoacides 
non-basiques; 

A2 et un reste de rnonoaminoacide choisi parmi I'ensemble comprenant les restes d'a-aminoacides 
basiques; et 

(ii) leurs seis d'addition. 

2. Compose dipeptidique suivant la revendication 1 , caracterise en ce que A1 est un reste choisi parmi 
I'ensemble comprenant 

1°)les restes d'aminoacides naturels ou synthetiques qui comprennent une seule fonction acide et 
une seule fonction basique, 

2°) les restes d'aminoacides naturels ou synthetiques qui comprennent une seule fonction basique et 
plus d'une fonction acide et dans lesquels chaque fonction acide laterale est susceptible d'etre bloquee 
notamment sous forme amid ou ester, et 

3°) les restes d'aminoacides natur Is ou synthetiques qui comprennent une seule fonction acide et 
plus d'une fonction basique et dans lesquels chaque fonction basique laterale est convenablement 
substitute pour supprimer essentieliement le caracter basique, 

lesdits restes sus-vises pouvant comporter des groupes hydroxyle (OH) ou thiol (SH) iateraux qui 
sont susceptibles d'etre bloques, I cas echeant, par un groupe prot cteur ether ou ester. 
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2. Compose dipeptidiqu suivant la revendication 1, caracterise en ce que Ai st choisi parmi 
I'ensemble constitue par 

a) Ala, P-Ala, Cys, Gin, Giy, 4-Hyp, 3-Hyp. Leu, Met. NLeu, NVal. Phe. Pro, Sar, Ser, Thr, Tyr et VaJ, 
ou le groupe OH lateral des restes 4-Hyp, 3- Hyp, Ser, Thr et Tyr est protege ou nonpar un groupe 
protecteur ether ou ester, et ou ie groupe SH lateral du reste Cys est protege ou non par un groupe 5 
protecteur thioether ou thioester, 

b) Asp, p-Asp, Glu et y-Glu, dans lesquels la fonction aclde laterals est llbre ou bloquee sous 
forme ester, notamment sous forme d'ester benzyiique ou t-butyllque; 

c) Arg, Dab, Lys, His et Orn convenablement bloque pour 6liminer substantiellement Ie caractere 
basique. 10 

d) ACC. Ahx, Aib, ATC. Aze. But 4-But, CHA, CHG, CHT (ou le groupe OH lateral est protege le 
cas ech6ant sous forme 6ther ou ester), Cle t n-Dab, Phg, Pip et Pyr; 

4. Compose dipeptidlque suivant la revendication 1 , characterise en ce que le groupe Ai est choisi parmi 
I'ensemble comprenant les restes Alb, L-Ala, p-Ala, L-ATC, L-Aze, L-But, 4-But, L-CHA, L-CHG, L-CHT, 

Cle, Gly, L-4-Hyp, L-3-Hyp, L-lle, L-Leu, L-NLeu, L-NVal, L-Phe, L-PIp, L-Pro, Sar, L-Ser, L-Thr, L-Tyr et 15 
L-Val, les restes L-CHT, L-4-Hyp, L-3-Hyp, L-Ser, L-Thr et L-Tyr dans lesquels ie groupe OH lateral est 
protege par un groupe ether ou ester, et, les restes L-Arg, L-Lys, L-His et L-Orn dans lesquels la fonction 
basique laterale est convenablement bloquee pour eliminer substantiellement le caractere basique. 

5. Compose dipeptidique suivant la revendication 1, caracterise en ce que A2 est choisi parmi 
I'ensemble comprenant les L-Arg, L-Lys, L-Hls et L-Orn. 20 

6. Compose dipeptidique suivant la revendication 1, caracterise en ce que R est CH3, R2 est H, R3 est 
H, et, n est 1. 

7. Compose dipeptidique suivant la revendication 1 , caracterlse en ce que ie groupe R1 est choisi parmi 
les groupes amines NH-R'i qui (i) induisent une modification de coloration (il) induisent une modification 

de fluorescence ou (iii) comportent au moins un element radioactff. 25 

8. Compose dipeptidique suivant la revendication 7, caracterise en ce que R1 est pNA. 

9. Compose dipeptidique suivant la revendication 1 , caracterise en ce qu'll est choisi parmi I'ensemble 
comprenant les CH3O-CO-CH2-CO-L-Pro-L-Arg-pNA,CH3O-C0-CH2-C0-L-4-Hyp-L-Arg-pNA et leurs 
sels d'addition. 

10. Procede de preparation d'un compose dipeptidique de formule I suivant la revendication 1, 30 
caracterise en ce qu'il comprend : 

1°) la reaction d'un a-aminoacide N-protege par un groupe protecteur tern poraire approprie Zi, de 
formule: 

Z1-A2-OH (III) 

ou A2 est defini comme ci-dessus, avec un isocyanate, correspondent au groupe marqueur R1, de 35 
formule : 

0 = C = N-R'i (IV) 
pour obtenir un compose de formule : 

Z1-A2-R1 (V) 

2°) la soumission du compose V ainsi obtenu a une reaction d'acidolyse au moyen d'un melange 40 
HBr/AcOH pour eliminer le groupe protecteur Z1 et obtenir le derive de formule : 
H-A2-R1 (VI) 

3° ) la reaction du derive VI ainsi obtenu avec un aminoacide N-prot6ge de formule : 
Z2-A1-OH (VII) 

ou Ai est defini comme indique ci-dessus et Z2 est un groupe protecteur temporalre analogue a Zi, 45 
pour obtenir par condensation un dipeptide protege de formule : 
Z2-A1-A2-R1 (VIII) 

4°) la soumission dudit dipeptide N-protege de formule VIII ainsi obtenu a une reaction d'acidolyse 
au moyen de Tacide trifluoroac6tique pour eliminer te groups protecteur Z2 et donner un dipeptide de 
formule : 50 
~ H-A1-A2-R1 (IX) 
et, 

5° ) la reaction du dipeptide de formule IX ainsi obtenu avec un compose de formule : 
R-O-CO-CR2R3-CO-T (X) 
ou R1 R2 et R3 sont d6finis comme indique ci-dessus et T repr6sente OH, F.CI ou Br. 55 



60 



65 



17 



BNSDOCID <EP 02BO610A1 I > 



Office europcen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



EP 88 40 0304 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du document avec indication, en cos de besoin, 
des parties pertinentes 



Rcvendicetior 
concernes 



CLASS EM ENT DE LA 
DEMAND E (lot CL4) 



X 

Y 
A 



GB-A-2 130 221 (SQUIBB) 

* En entier * 

FR-A-2 471 411 (ABBOTT) 

* En entier * 

CH-A- 616 912 (SANDOZ) 

* En entier * 



EP-A-0 085 255 

* En entier * 

EP-A-0 074 787 

* En entier * 



(FUJISAWA) 



(SMITHKLINE BECK. ) 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 92, 1980, page 
742, resume no. 129294c, Columbus, 
Ohio, US; M. BIENERT et al.: "Synthesis 
of substance P and of acylated partial 
sequences", & J. PRAKT. CHEM. 1979, 
321(5), 721-40 

* Resume * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 83, 1975, 
pages 77-78, resume no. 108713n, 
Columbus, Ohio, US; H. NIEDRICH et al.: 
"Action mechanism of peptides attacking 
smooth muscles. III. Effect of 
N-acylation upon the effectiveness of 
C-terminal partial sequences of 
eledoisin, physalemln, and the 
substance P at the guinea pig ileum", & 
ACTA BIOL. MED. GER. 1975, 34(3), 483-9 

* Resume * 



Le present rapport a etc etabli pour toutcs les revendications 



1-4,6,9 
,10 

1,2,7,8 
,10 

1,2,10 



1 
1 

1,2,10 



C 07 K 5/06 
C 12 Q 1/36 



DOMAIN ES TECHNIQUES 
RECIIEROIES (lot. CL4) 



C 07 K 5/00 
C 12 Q 1/00 



Lieu <te la retterefcs 

LA HAYE 



Dote tfocfctwcwii ds lo recfecrefca 

25-05-1988 



RAJIC M. 



CATECOR1E DES DOCUMENTS CITES 



X : particulieremcnt pertinent a lui seul 

Y : particulieremcnt pertinent en combinaison avec on 

autre document dc la merae categorie 
A : arrierc-ptan tcchnologiquc 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalaire 



: theorie oo prindpe a la base do ^invention 
: document de brevet anterleor, nrals pnblie a la 

date de depot on apres cette date 
: cite dans la demonde 

die poor d'aatres ralsons 



& : membre de la merae famllle, document correspondant 



ID <EP 026061 OA 1 l > 



yjjjjl omcc europcen RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 
WjMl des brevets 



Page 2 

Numero de la demande 

EP 88 40 0304 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du document avee indication, cn cas dc besoin, 
des parties pertmcntcs 



Rcvcndication 
c oncer nee 



CLASS EM ENT DE LA 
DEMANDE (Int. C1.4) 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 82, 1975, 
pages 667-668, resume no. 140521p, 
Columbus, Ohio, US; & DD-A-107 947 (M. 
BIENERT et al . ) 20-08-1974 

* Resume * 

EP-A-0 000 330 (CIBA-GEIGY) 

* Page de garde; pages 31-32,35-36,45 



\ 



Lc present rapport a etc ctabli pour toutes Ics revindications 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCIIES ant. CI.4) 



Lieu de la recherche 



LA HAYE 



Date (facte vefQenl de la rtchercbe 

25-05-1988 



RAJIC M. 



CATF.GOR1F. DES DOCUMENTS CITES 



X : part i cu I i ciement pertiocnl a lui seul 

Y : parti oil icrcment pertinent en combinaison avee un 

autre document dc la mcmc categoric 
A : arricrc-plan tcchnologiquc 
O : divulgation non-ccrite 
P : document intercalate 



T : lhcorie ou principe a la base dc 1'invcntion 
E : document de brevet antericur, mais publie a la 

date de depot ou apres cettc date 
D : cite dans la demande 
L : cite pour d'autrcs raisons 

& : membre de la meme famille, document corrcspondant 



BNSOOCfD:<EP O280610A1 I > 



